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L' invention conceme I'utilisation d'une proteine de membrane OmpA 
d'enterobacterie, notamment de Klebsiella pneumoniae, associee a un antigene ou un 
haptene pour la preparation d*une composition pharmaceutique destinee a generer ou 
accroitre une reponse T cytotoxique dirigee contre un agent infectieux ou une cellule 
tumorale. L' invention comprend I'utilisation de ces composes pour la prevention et le 
traitement d' infection ou du cancer, notamment les cancers associes a un antigene 
tumoral tels que les melanomes, ainsi que des compositions pharmaceutiques 
comprenant certains de ces composes. 

La vaccination est un moyen efficace de prevenir ou de reduire les infections 
virales ou bacteriennes. Le succes des campagnes de vaccination dans ces domaines a 
permis d'etendre le concept de vaccin jusqu'alors utilise dans le domaine de 
rinfectiologie aux domaines du cancer et des maladies auto-immunes. Les antigenes 
vaccinaux administres seuls chez I'hote ne sont sou vent pas assez immunogeniques 
pour induire une reponse immunitaire, et doivent done etre associes a un adjuvant ou 
couples a une proteine porteuse pour induire (ou augmenter) leur immunogenic ite. 
Dans ces conditions, seule une reponse immune de type humorale peut etre induite. 
Or, dans le cadre d'une therapie antivirale, la generation de lymphocytes T 
cytotoxiques (CTL) capables de reconnaitre et de detruire le virus est de toute 
importance (Bachmann et al., 1994, Eur. J. Immunol., 24, 2228-2236 ; Borrow P., 
1997, J. Virol. Hepat., 4, 16-24), comme Tattestent de nombreuses etudes montrant, 
in vivo, le role protecteur des reponses dirigees contre les epitopes viraux (Arvin AM, 
1992, J. Inf. Dis., 166, S35-S41 ; Koszinowski et al., 1987 Immunol. Lett., 16, 185- 
192). 

L' importance des reponses CTL a aussi ete fortement documentee dans les 
reponses antitumorales notamment celles dirigees contre les cellules de melanome 
(revue dans Rivoltini et al., 1998, Crit. Rev. Immunol. 18, 55-63). Le ou les epitopes 
CTL (sequences peptidiques interagissant avec les molecules de classe I et presentes 
aux lymphocytes T CD8+) ont ete definis pour plusieurs antigenes. Cependant, la 
difficulte reside dans la generation de CTL in vivo, due a la faible immunogenicite de 
ces peptides (Melief, 1992, Adv. Cancer Res., 58, 143-175 ; Nandaz et Sercaz, 1995, 
Cell, 82, 13-17). 



Des recherches s*orientent par consequent vers 1' identification de nouveaux 
adjuvants, ou de systeme de delivrance d'antigenes (^delivery system*^), permettant 
d'induire des CTL. Grace a leur efficacite a presenter les antigenes et a stimuler le 
systeme immunitaire, les cellules dendritiques. par exemple, ont ete utilisees pour 
generer des reponses CTL antivirales (Ludewig B et al.. 1998. J. Virol.. 72, 3812- 
3818 ; Brossard P. et al., 1997. J. Immunol., 158, 3270-3276) ou anticancereuses 
(Nestle P.O. et al., 1998, Nat. Med.. 4. 328-332), Les approches ont consiste a 
charger les cellules dendritiques ex vivo avec Tantigene d'interet (peptides ou lysat 
cellulaire) et reimplanter ces cellules chez le patient. D'autres approches consistent a 
transfecter ex vivo les cellules dendritiques avec le gene codant pour I'antigene 
d'interet et a reinjecter ces cellules transfectees (Gilboa E. et al., 1998, Cancer 
Immunol. Immunotiier. , 46, 82-87). Ces approches ont ete utilisees avec succes chez 
la souris et recemment chez Thomme (Hsu F.J. et al., 1996. Nat. Med., 2. 52-58) 
mais restent neanmoins complexes dans la mesure ou ces cellules doivent etre traitees 
ex vivo (transformation des cellules ou intemalisation des antigenes) et transplantees 
dans Torganisme hote. De meme, I'utilisation de particules de type viral (Layton G.T. 
et al., 1993, J. Immunol., 151, 1097-1107) ou de I'adjuvant incomplet de Freund 
(IPA) (Valmori et al., Eur. J. Immunol., 1994, 24, 1458-1462) permet de generer des 
reponses CTL. Toutefois, une vaccination antivirale ou antitumorale realisee avec des 
peptides correspondant a des epitopes CTL et en presence d'un tel adjuvant peuvent 
conduire a un etat de tolerance specifique qui peut conduire dans certains cas a Teffet 
contraire recherche, c'est-a-dire a une diminution de la reponse immune (Toes et al., 
Proc, Nat. Acad. Sci. USA. 1996, 93. 7855-7860). 

Ainsi, il existe aujourd'hui un grand besoin de disposer d'un compose qui, 
associe a une molecule, notamment un antigene ou haptene, soit capable de generer 
des CTL diriges contre ladite molecule. Un tel compose pourrait en particulier etre 
utilise pour la preparation d'une composition vaccinale destinee a induire une 
protection iimnunitaire de type CTL antiviral, antibacterien, antifongique ou 
antiparasitaire, ou anti tumoral. 

De maniere surprenante, il a ete mis en evidence qu'une proteine de la 
membrane exteme de bacterie a gram negatif, notamment une proteine OmpA 



d'enterobacterie telle que la proteine P40 de Klebsiella pneumoniae (proteine decrite 
dans WO 95/27787 et WO 96/14415), a la propriete d'eliciter une reponse CTL contre 
une molecule qui lui est associee de maniere covalente ou non. de preference sans 
recours a Taddition d'un autre adjuvant. 

Ainsi, la presente invention est relative a Tutilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie, d'un de ses fragments ou d'une sequence nucleique codant pour 
ladite proteine OmpA ou I'un de ses fragments pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a generer ou a accroitre une reponse T cytotoxique contre un 
agent infectieux ou une cellule tumorale, in vitro ou in vivo, de preference in vivo, 
ainsi que pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a generer ou 
a accroitre ladite reponse T cytotoxique. 

Dans la presente invention, on entendra designer par le terme « proteine » 
egalement les peptides ou les polypeptides et par le terme « OmpA » (pour * Outer 
Membrane Protein »), les proteines de la membrane externa de type A. 

Par fragment d*une proteine OmpA, on entend designer en particulier tout 
fragment de sequence d'acides amines compris dans la sequence d'acides amines de la 
proteine OmpA qui, lorsqu'il est associe a un antigene ou haptene specifique d'un 
agent infectieux ou d'une cellule tumorale, est capable de generer ou accroitre une 
reponse T cytotoxique dirigee contre ledit agent infectieux ou ladite cellule tumorale, 
ledit fragment de la proteine OmpA comprenant au moins 5 acides amines, de 
preference au moins 10 acides amines ou de maniere plus preferee au moins 15 acides 
amines. 

Par « antigene ou haptene specifique d'un agent infectieux ou d'une cellule 
tumorale », on entend designer en particulier tout compose exprime par un agent 
infectieux, tel qu'un virus, une bacterie, une levure, un champignon ou un parasite, 
par une cellule tumorale, ou un de leurs analogues structuraux, qui seul ou en 
association avec un adjuvant de Timmunite est capable d'induire une reponse 
immunitaire specifique dudit agent infectieux ou de ladite cellule tumorale. 

Par analogue d'un antigene ou haptene, on entend designer en particulier dans 
la presente description un compose presentant une analogic structurale avec ledit 
antigene ou haptene capable d'induire une reponse immunologique dirigee contre ledit 



antigene ou haptene dans un organisme prealablement immunise avec led it compose 
analogue. 

L' invention a egalement pour objet Tutilisation selon T invention, caracterisee 
en ce que ladite composition pharaiaceutique comprend en outre, associe a ladite 
proteine OmpA d'enterobacterie, un antigene ou un haptene specifique dudit agent 
infectieux ou de ladite cellule tumorale. 

De preference, I'invention comprend Tutilisation selon I'invention, caracterisee 
en ce que ledit agent infectieux est une particule virale, une bacterie, une levure, un 
champignon ou un parasite. 

Dans un mode de realisation particulier, Tinvention comprend Tutilisation 
d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon I'invention, 
caracterisee en ce que ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses 
fragments, est obtenue par un procede d'extraction a partir d'une culture de ladite 
enterobacterie. 

Les procedes d'extraction de proteines de membrane bacteriennes sont connus 
de rhomme de Tart et ne seront pas developpes dans la presente description. On peut 
citer par exemple, mais sans s'y limiter le procede d'extraction decrit par Haeuw J.H. 
et al. (Eur. J. Biochem, 255, 446-454, 1998). 

Dans un autre mode de realisation prefere, I'invention comprend egalement 
I'utilisation d'une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon 
I'invention, caracterisee en ce que ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou I'un de 
ses fragments, est obtenue par voie recombinante, 

Les methodes de preparation de proteines recombinantes sont aujourd'hui bien 
cormues de Thomme de Tart et ne seront pas developpees dans la presente description, 
on pourra neanmoins se referer a la methode decrite dans les exemples. Parmi les 
cellules utilisables pour la production de ces proteines recombinantes, il faut citer bien 
entendu les cellules bacteriennes (Olins P.O. et Lee S.C., 1993, Recent advances in 
heterologous gene expression in E. coli. Curr. Op. Biotechnology 4:520-525), mais 
egalement les cellules de levure (Buckholz R.G., 1993, Yeast Systems for the 
Expression of Heterologous Gene Products. Curr. Op. Biotechnology 4:538-542), de 
meme que les cellules animales, en particulier les cultures de cellules de mammifere 
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(Edwards CP. et Aruffo A., 1993, Current applications of C6s cell based transient 
expression systems. Curr. Op. Biotechnology 4:558-563) mais egalement les cellules 
d'insectes dans lesquelles on peut utiliser des procedes mettant en oeuvre par exemple 
des baculovirus (Luckow V.A., 1993, Baculovirus systems for the expression of 
5 human gene products. Curr. Op. Biotechnology 4:564-572). 

De maniere tout a fait preferee, Tutilisation selon 1' invention est caracterisee 
en ce que ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 

En particulier, Tinvention est relative a Tutilisation selon I'invention, 
caracterisee en ce que la sequence d'acides amines de ladite proteine OmpA de 
10 Klebsiella pneumoniae^ ou Tun de ses fragments, comprend : 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N° 2 ; 

b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au moins 
80, de preference 90 %, avec la sequence SEQ ID N° 2 ; ou 

c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines d'une 
15 sequence telle que definie en a) ou b). 

Par sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au 
moins 80 % avec une sequence d'acides amines determinee, on entend designer une 
sequence qui apres alignement avec ladite sequence determinee comprend au moins 
80 % d'acides amines en commun avec ladite sequence determinee. 

20 L'invention comprend en outre I'utilisation selon I'invention, caracterisee en ce 

que ledit antigene ou haptene est choisi parmi les proteines, les lipopeptides. les 
polysaccharides, les oligosaccharides, les acides nucleiques, les lipides ou tout 
compose capable de diriger specifiquement la reponse CTL centre ledit agent 
infectieux ou ladite cellule tumorale. 

25 La presente invention a aussi pour objet I'utilisation selon I'invention, 

caracterisee en ce que ledit antigene ou haptene est couple ou melange avec ladite 
proteine OmpA ou I'un de ses fragments. 

L'invention comprend egalement I'utilisation selon I'invention, caracterisee en 
ce que ledit antigene ou haptene est couple par liaison covalente, notamment par 

30 couplage chimique, avec ladite proteine OmpA ou I'un de ses fragments. 



Dans un mode de realisation particulier, T utilisation salon T invention est 
caracterisee en ce qu'il est introduit un ou plusieurs elements de liaison dans ladite 
proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, et/ou dans ledit antigene ou haptene pour 
faciliter le couplage chimique, de preference, ledit element de liaison introduit est un 
acide amine, 

Selon rinvention, il est possible d'introduire un ou plusieurs elements de 
liaison, notamment des acides_ amines pour faciliter les reactions de couplage entre la 
proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, et ledit antigene ou haptene. Le couplage 
covalent entre la proteine OmpA, ou I'un de ses fragments, et ledit antigene ou 
haptene selon 1' invention peuvent etre realises a I'extremite N- ou C- terminale de la 
proteine OmpA, ou Tun de ses fragments. Les reactifs bifonctionnels permettant ce 
couplage seront determines en fonction de Textremite de la proteine OmpA, ou Tun 
de ses fragments, choisie pour effectuer le couplage et de la nature dudit antigene ou 
haptene a coupler. 

Dans un autre mode de realisation particulier, Tutilisation selon Tinvention est 
caracterisee en ce que le couplage entre ledit antigene ou haptene et ladite proteine 
OmpA, ou Tun de ses fragments, est realise par recombinaison genetique, lorsque 
ledit antigene ou haptene est de nature peptidique. 

Les conjugues issus d'un couplage a ladite proteine OmpA, ou Tun de ses 
fragments, peuvent etre prepares par recombinaison genetique. La proteine chimerique 
ou hybride (conjugue) pent etre produite par des techniques d'ADN recombinant par 
insertion ou addition a la sequence d'ADN codant pour ladite proteine OmpA, ou Tun 
de ses fragments, d'une sequence codant pour ledit antigene ou haptene de nature 
proteique. 

Les procedes de synthese des molecules hybrides englobent les methodes 
utilisees en genie genetique pour construire des polynucleotides hybrides codant pour 
les sequences polypeptidiques recherchees. On pourra, par exemple, se referer 
avantageusement a la technique d'obtention de genes codant pour des proteines de 
fusion decrite par D.V. Goeddel (Gene expression technology. Methods in 
Enzymology, vol. 185, 3-187, 1990). 



Sous un autre aspect, Tinvention conceme rutilisatibn selon rinvention, 
caracterisee en ce que la composition pharmaceutique comprend une construction 
nucleique codant pour ladite proteine hybride, ou comprend un vecteur contenant une 
construction nucleique codant pour ladite proteine hybride ou une cellule hote 
transformee contenant ladite construction nucleique capable d'exprimer ladite proteine 
hybride. 

L'invention comprend egalement Tutilisation selon T invention, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee a eliminer les agents 
infectieux ou a inhiber la croissance de tumeurs. 

De preference, Tutilisation selon T invention est relative a la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les maladies infectieuses 
ou les cancers, de preference les cancers associes a un antigene tumoral. 

Parmi les cancers dont les tumeurs expriment un antigene tumoral associe 
pouvant etre prevenus ou traites par les utilisations selon la presente invention, on peut 
citer en particulier. mais sans s*y limiter : 

o le cancer du sein, du poumon, du colon, et le carcinome gastrique (Kawashima et 

al., 1999. cancer Res. 59:431-5) ; 
o le mesotheliome, Tosteosarcome, les cancers du cerveau (Xie et al., 1999, J. Natl. 

Cancer. Inst. 91:169-75) ; 
o le melanome (Zheuten et al., 1998, Bratilsl. Lek. Listy 99:426-34) ; 
o Tadenome cystique du pancreas (Hammel et al., 1998, Eur. J. gastroenterol. 

Hepatol. 10:345-8) ; 
o le cancer colorectal (Ogura et al., 1998, Anticancer Res. 18:3669-75) ; 
o le carcinome des cellules renales (Jantzer et al., 1998, Cancer Res. 58:3078-86) ; 

et 

o le cancer de Tovaire et du cervix (Sonoda et al.. 1996, Cancer. 77:1501-9). 

L'invention a en particulier pour objet I'utilisation d'une proteine OmpA 
d'enterobacterie ou d'un de ses fragments selon I'invention, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique vaccinale destinee a prevenir ou a traiter une maladie 
infectieuse, notamment d'origine virale, bacterierme ou fongique, ou parasitaire, ou un 
cancer, de preference associe a un antigene tumoral, en particulier les melanomes. 
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L' invention comprend egalement Tutilisation selon T invention, caracterisee en 
ce que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite, notamment sous la forme d'un 
liposome. 

De preference. T invention comprend I'utilisation selon 1' invention, caracterisee 
en ce que ledit vehicule est un vecteur viral contenant une construction nucleique 
codant pour ladite proteine OmpA ou Tun de ses fragments, ledit anligene ou haptene, 
ou ladite proteine hybride, ou une cellule hote transformee capable d'exprimer ladite 
proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, ledit antigene ou haptene, ou ladite proteine 
hybride. 

Sous un dernier aspect, I'invention comprend I'utilisation selon Tinvention, 
caracterisee en ce que ladite construction nucleique, ou la construction nucleique 
contenue dans ledit vecteur ou ladite cellule bote transformee, comprend une sequence 
nucleique choisie parmi la sequence SEQ ID N° 1. Tun de ses fragments presentant au 
moins 15 nucleotides, de preference 30 nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID 
N"* 1, ou une sequence presentant une homologie d'au moins 80 % avec Tune desdites 
sequences. 

Par sequence nucleique d'une sequence presentant une homologie d'au moins 
80 % avec une sequence nucleique determinee, on entend designer une sequence qui 
apres alignement avec ladite sequence determinee comprend au moins 80 % de 
nucleotides en commun. 

Les legendes des figures et exemples qui suivent sont destines a illustrer 
I'invention sans aucunement en limiter la portee. 
Legendes des figures : 

Figures lA. IB. IC et ID : Mesure de Tactivite CTL de cellules effectrices 

Apres immunisation avec 50 /xg hELA melange avec 3 rP40 (figure lA), 
50 Mg hELA melange avec 300 /xg rP40 (figure IB), 50 Mg hELA couple a rP40 
(figure IC), ou 50 /xg peptide TRP-2 melange avec 300 /xg rP40 (figure ID), les 
cellules de ganglions drainants sont stimulees avec des cellules EL-4 A2/Kb (figures 
lA, IB, IC) ou EL-4 (figure ID) irradiees et pre-pulsees avec 1 fiM du peptide 



relevant avant d'etre evaluees pour leur capacite a tuer des cellules cibles pre-pulsees 
(rectangle) ou non (losange) avec le peptide relevant, 

Les abscisses des reperes des figures lA a ID correspondent au rapport des 
cellules T effectrices (lymphocytes actives) mises en presence sur les cellules cibles 
(EL-4 A2/Kb ou EL-4). 

Exemple 1 : Clonape du pene codant pour la proteine P40 de Klebsiella 
pneumoniae 

Le gene codant pour la proteine P40 a ete obtenu par amplification par PGR a 
partir de TADN genomique de Klebsiella pneumoniae BP 1145 (Nguyen et col.. Gene, 
1998). Le fragment de gene codant de ce gene est insere dans divers vecteurs 
d' expression sous controle de differents promoteurs, en particulier celui de I'operon 
Trp. La sequence nucleotidique et la sequence peptidique de la proteine P40 sont 
representees par les sequences SEQ ID N° 1 et SEQ ID N*" 2 ci-apres. Une souche 
productrice E. coli K12, a ete transformee par un vecteur d'expression pvaLP40. La 
proteine recombinante P40 (denommee rP40) est produite sous forme de corps 
d'inclusion avec un rendement important (> 10 % en g de proteines/g de biomasse 
seche). 

Get exemple n'est qu'une illustration de I'expression de la proteine rP40, celle- 
ci pouvant etre etendue a d'autres souches bacteriennes ainsi qu'a d'autres vecteurs 
d'expression. 

Exemple 2 : Precede de fermentation de proteines de fusion rP40 

Dans un erlenmeyer contenant 250 ml de milieu TSB (Tryptic Soy Broth, 
Difco) renfermant de TAmpicilline (100 /zg/ml. Sigma) et de la Tetracycline (8 Mg/nil, 
Sigma) on inocule avec la souche E. coli transformee dec rite ci-dessus. On incube 
pendant une nuit a 37 °G puis, 2(X) ml de cette culture sont utilises pour ensemencer 2 
litres de milieu de culture dans un fermenteur (Biolafitte, France). De maniere assez 
classique, le milieu de culture peut etre compose d'agents chimiques, supplementes 
par les vitamines, des extraits de levure, connus pour favoriser une croissance de 
cellules bacteriennes a densite elevee. 

Les parametres controles durant la fermentation sont : le pH, Tagitation, la 
temperature, le taux d'oxygenation, ralimentation de sources combinees (glycerol ou 
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glucose). De maniere generale. le pH est regule a 7,0, la temperature est fixee a 
37 "C. La croissance est controlee en alimentant en glycerol (87 %) a un debit constant 
(12 rnVh) pour maintenir le signal de tension de I'oxygene dissous ^ 30 %. Lorsque la 
turbidite de la culture (mesuree a 580 nm) atteint la valeur de 80 (apres environ 24 
5 heures de culture), la production des proteines est declenchee par addition de I'acide 
indole acrylique (}AA) a la concentration finale de 25 mg/1. Environ 4 heures apres 
induction, les cellules sont recoltees par centrifugation. La quantite de biomasse 
humide obtenue est d' environ 200 g. 

Exemole 3 ; Prncede d'extraction et de purirication de la prot eine rP40 ^ 

10 Extraction de la rP40 

Apres centrifugation du bouillon de culture (4000 rpm, 10 min, 4''C), les 
cellules sont remises en suspension dans un tampon Tris-HCl. 25 mM, pH 8,5. Les 
insolubles, ou corps d'inclusion, sont obtenus apres un traitement par le lysozyme 
(0,5 g/litre, 1 heure a temperature ambiante sous agitation douce). Le culot de corps 
d'inclusion obtenu par centrifugation (15 min a 10 000 g a 4»C) est repris dans un 
tampon Tris-HCl, 25 mM a pH 8,5 et 5 mM MgCU, puis centrifuge (15 min a 
10 000 g). 

On solubilise les corps d' inclusion a 37 °C pendant 2 heures dans un umpon 
Tris-HCl, 25 mM, pH 8,5 contenant 7 M uree (agent denaturant) et 10 mM de 
dithiothreitol (reduction des ponts disulfures). Une centrifugation (15 min a 10 OOOg) 
permet d'eliminer les particules non solubles. 

On resuspend ensuite dans 13 X volumes de tampon Tris-HCl, 25 mM, pH 8,5 
contenant du NaCl (8,76 g/1) et du Zwittergent 3-14 (0,1 %, p/v). La solution est 
laissee pendant une nuit a temperature ambiante sous agitation douce au contact de 
I'air (favoriser la renaturation de la proteine par dilution et reoxydation des ponts 
disulfures). 

Purification de la proteine rP40 
- Etape de chromatographie d'echange d'anions. 

Apres une nouvelle centrifugation, la solution est dialysee contre un tampon 
Tris-HCl. 25 mM, pH 8,5 contenant 0,1 % Zwittergent 3-14 (100 X volumes de 
tampon) pendant une nuit a 4°C. 
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Le dialysat est depose sur une colonne contenant un support de type echangeur 
d* anions forts (gel Biorad Macro Prop High Q) equilibree dans le tampon decrit ci- 
dessus, a un debit lineaire de 15 cm/h. Les proteines sont detectees a 280 nm. La 
proteine rP40 est eluee, avec un debit lineaire de 60 cm/h, pour une concenuration de 
0,2 M en NaCl dans le tampon Tris-HCl 25 mM, pH 8,5 : 0.1 % Zwittergent 3-14. 
- Etape de chromatographie d*echange de cations, 

Les fractions contenant la proteine rP40 sont poolees et concentrees par 
ultrafiltration a Taide d'un systeme de cellule a agitation Amicon utilise avec une 
membrane Diaflo de type YMIO (seuil de coupure 10 kDa) pour des volumes de 
I'ordre de 100 ml, ou a Taide d*un systeme de filtration a flux tangentiel Minitan 
Millipore utilise avec des plaques de membranes possedant un seuil de coupure 
10 kDa pour des volumes superieurs. La fraction ainsi concentree est dialysee pendant 
une nuit a 4°C contre un tampon citrate 20 mM pH 3,0, a 0,1 % de Zwittergent 3-14. 

Le dialysat est depose sur une colonne contenant un support de type echangeur 
de cations forts (gel Biorad Macro Prep High S) equilibree dans le tampon citrate 
20 mM, pH 3,0, a 0.1% de Zwittergent 3-14. La proteine rP40 est eluee (vitesse 
61 cm/h) pour une concentration 0,7 M en NaCl. Les profils electrophoretiques 
montrent un degre de purete de Tordre de 95 %. L'etat de la proteine est suivi par 
SDS-PAGE. Selon sa forme denaturee ou native, la proteine P40. extraite de la 
membrane de Klebsiella pneumoniae, possede un comportement electrophoretique 
(migration) caracteristique. La forme native (structure en feuillets (i) presente en effet 
une masse moleculaire plus faible que la forme denaturee (structure en helices a) sous 
Taction d'un agent denaturant, tel que I'uree ou le chlorhydrate de guanidine, ou par 
chauffage a lOO^^C en presence de SDS. La proteine rP40 n'est pas correctement 
renaturee en fm de renaturation, que celle-ci soit realisee en absence ou en presence 
de 0,1 % ; (p/v) Zwittergent 3-14. En revanche, une renaturation totale est obtenue 
apres dialyse contre un tampon Tris/HCl 25 mM pH 8,5 contenant 0,1 % (p/v) 
Zwittergent 3-14. Toutefois. il faut noter que cette renaturation n'est obtenue que. 
lorsque Tetape de dilution et le traitement a temperature ambiante, sont realises eux- 
memes en presence de Zwittergent 3-14 (resultats negatifs en absence de detergent). 
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TCxem ple 4 : generation de CTL anti-Melan-A ap res immunisation par rP40 
melange a un peptide analogue au Melan-A 

Le peptide hELA, utilise dans les experiences ci-dessous, est I'Dbjet du brevet 
LUD5483.2, propriete de I'Institut Ludwig de Recherche sur le Cancer. hELA est un 
analogue du decapeptide 26-35 (EAAGIGILTV) de Melan-A/MART-1, une proteine 
exprimee sur les melanocytes et les m61anomes. Bien que le decapeptide 26-35 de 
Melan-A/MART-1 soit capable de se lier a la molecule HLA-A0201 (Romero et al., 
1997, J. Immunol. 159. 2366-2374), il est faiblement immunogene in vitro et in vivo 
(Valmori et al., 1998, J. Immunol. 160, 1750-1758). L' analogue hELA a ete genere 
par la substitution du second acide amine du decapeptide 26-35 de Melan-A/MART-1 
(une alanine) par une leucine. Le resultat de cette substitution, qui est basee sur une 
analyse des r6sidus necessaire a I'ancrage des peptides a la molecule HLA-A0201, est 
une reconnaissance plus efficace par les CTL de patients de melanome et une 
meilleure immunogenicite in vitro (Valmori et al., 1998. J. Inununol. 160, 1750- 
1758). Des souris transgeniques HLA-A* 0201/Kb (A2/Kb) de souche C57B1/6 x 
BDA/2 (Vitiello et al., 1991, J. Exp. Med., 173, 1007-1015) ont ete utilisees dans 
cette etude pour tester ELA. La molecule MHC de classe I exprimee chez ces souris 
est une molecule chimerique formee des domaines al et a2 de la molecule humaine 
HLA-A0201 (allotype le plus frequemment retrouve) et du domaine a3 de la molecule 
murine K". 

Le peptide TRP-2 est un octapeptide correspondant aux acides amines 181-188 
(VYDFFVWL) de la tyrosinase-related protein 2 (TRP-2). TRP-2 est exprim6 dans les 
melanocytes et les melanomes. II a ete demontre que cet antigene induit des reponses 
CTL protectrices du melanome dans les souris C57BL/6 (H-2K'') (Bloom et al., 1997. 
J. Exp. Med. 185, 453-459). 
Protocole experimental 

Des souris A2/Kb ont re^u par injection sous-cutanee a la base de la queue : 

- 50 Mg ELA melanges a 3 ou 300 /xg rP40 ; 

- 50 Mg ELA couples de fa^on covalente a 300 iig rP40. 

Des souris C57BL/6 ont re^u par injection sous-cutanee a la base de la queue : 

- 50 /xg du peptide TRP-2 (181-188) melanges a 300 /xg rP40. 
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Generation de cellules cytotoxiques effectrices 

10 jours apres immunisation, les souris sont sacrifiees et les lymphocytes des 
ganglions drainant sont recuperes pour etre stimules in vitro avec le peptide relevant. 

Ces lymphocytes (4 a 5 10*) sont cultives en plaque 24 puits en DMEM plus 
10 mM HEPES, 10 % SVF et 50 P-2-mercaptoethanol avec 2 a 5 10^ cellules EL- 
4 A2/Kb ou EL4 irradiees (10 kRads) pre-pulsees 1 h a 37°C avec 1 /xM du peptide 
relevant. Apres deux stimulations hebdomadaires, les cellules sont testees pour leur 
activite cytotoxique. 
Mesure de I'activite cytotoxique 

Les cellules EL-4 A2/Kb ou EL4 sont incubees 1 h avec du ^*Cr en presence 
ou non du peptide relevant, lav6es puis co-incubees avec les cellules effectrices a 
differents ratio en plaque 96 puits dans un volume de 200 fil pendant 4 a 6h a 37 °C. 
Les cellules sont ensuite centrifugees et le relargage de ^*Cr est mesure dans 100 fil de 
sumageant. Le pourcentage de lyse specifique est calcule comme suit : 
% lyse specifique = (relargage experimental-relargage spontane) / (relargage total - 

relargage spontane) X 100. 

Resultats 

Comme le montrent les figures lA a ID, T immunisation de souris avec une 
dose optimale de rP40 (300 /xg) en melange avec hELA (figure IB) ou TRP-2 (figure 
ID) induit une forte reponse CTL specifique. Une telle reponse est egalement 
observee apres inmiunisation avec rP40 couplee a hELA (figure IC). Par contre, 
r immunisation avec le peptide seul ou rP40 seule (resultats non montres) ou avec le 
peptide hELA en melange avec une dose sous-optimale de rP40 (3 /xg) n* induit aucune 
activite CTL (figure lA). Ces resultats demontrent que la molecule rP40 melangee ou 
couplee a des peptides immunogenes permet d'induire une reponse CTL specifique in 
vivo, et ce sans Tajout d'adjuvant. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENERALES : 
(i) DEPOSANT: 
5 (A) NOM: PIERRE FABRE MEDICAMENT 

(B) RUE: 45 PLACE ABEL GANCE 

(C) VILLE: BOULOGNE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92100 CEDEX 

10 (ii) TITRE DE L' INVENTION: UTILISATION D' UNE PROTEINE OMPA 

D* ENTEROBACTERIE ASSOCIEE A UN ANTIGENE DANS UNE 
COMPOSITION PHARMACEUTIQUE DESTINEE A GENERER OU 
ACCROITRE UNE REPONSE CYTOTOXIQUE ANTIVIRALE, 

ANT I PARAS I TAI RE OU ANTITUMORALE . 

15 (iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

20 (D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1035 paires de bases 
25 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(vi) ORIGINE: 
30 (A) ORGANISME: Klebsiella pneumoniae 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: exon 

(B) EMPLACEMENT: 1. .1032 
( ix ) CARACTERI STIQUE : 

35 (A) NOM/CLE: intron 

(B) EMPLACEMENT: 1033 . . 1035 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!. .1032 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

ATG AAA GCA ATT TTC GTA CTG AAT GCG GCT CCG AAA GAT AAC ACC TGG 4 8 

Met Lys Ala lie Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 

5 1 5 10 15 

TAT GCA GGT GGT AAA CTG GGT TGG TCC CAG TAT CAC GAC ACC GGT TTC 96 

Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 

20 25 30 

TAG GGT AAC GGT TTC CAG AAC AAC AAC GGT CCG ACC CGT AAC GAT CAG 14 4 

10 Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 40 45 

CTT GGT GCT GGT GCG TTC GGT GGT TAC CAG GTT AAC CCG TAC CTC GGT 192 

Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 
15 TTC GAA ATG GGT TAT GAC TGG CTG GGC CGT ATG GCA TAT AAA GGC AGC 24 0 

Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 

65 70 75 80 

GTT GAC AAC GGT GCT TTC AAA GCT CAG GGC GTT CAG CTG ACC GCT AAA 288 

Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 

20 85 90 95 

CTG GGT TAC CCG ATC ACT GAC GAT CTG GAC ATC TAC ACC CGT CTG GGC 336 

Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly 

100 105 110 

GGC ATG GTT TGG CGC GCT GAC TCC AAA GGC AAC TAC GCT TCT ACC GGC 384 

25 Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 
115 120 125 

GTT TCC CGT AGC GAA CAC GAC ACT GGC GTT TCC CCA GTA TTT GCT GGC 4 32 

Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 

30 GGC GTA GAG TGG GCT GTT ACT CGT GAC ATC GCT ACC CGT CTG GAA TAC 4 80 

Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 

145 150 155 160 

CAG TGG GTT AAC AAC ATC GGC GAC GCG GGC ACT GTG GGT ACC CGT CCT 528 

Gin Trp Val Asn Asn lie Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 

35 165 170 175 

GAT AAC GGC ATG CTG AGC CTG GGC GTT TCC TAC CGC TTC GGT CAG GAA 57 6 

Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 

180 185 190 

GAT GCT GCA CCG GTT GTT GCT CCG GCT CCG GCT CCG GCT CCG GAA GTG 624 
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Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 

195 200 205 

GCT ACC AAG CAC TTC ACC CTG AAG TCT GAC GTT CTG TTC AAC TTC AAC 672 
Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 
5 210 215 220 

AAA GCT ACC CTG AAA CCG GAA GGT CAG CAG GCT CTG GAT CAG CTG TAC 720 
Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
225 230 235 240 

ACT CAG CTG AGC AAC ATG GAT CCG AAA GAC GGT TCC GCT GTT GTT CTG 7 68 
10 Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 

245 250 255 

GGC TAC ACC GAC CGC ATC GGT TCC GAA GCT TAC AAC CAG CAG CTG TCT 816 
Gly Tyr Thr Asp Arg lie Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 
260 265 270 

15 GAG AAA CGT GCT CAG TCC GTT GTT GAC TAC CTG GTT GCT AAA GGC ATC 864 
Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly lie 

275 280 285 

CCG GCT GGC AAA ATC TCC GCT CGC GGC ATG GGT GAA TCC AAC CCG GTT 912 
Pro Ala Gly Lys lie Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
20 290 295 300 

ACT GGC AAC ACC TGT GAC AAC GTG AAA GCT CGC GCT GCC CTG ATC GAT 960 
Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu He Asp 
305 310 315 320 

TGC CTG GCT CCG GAT CGT CGT GTA GAG ATC GAA GTT AAA GGC TAC AAA 1008 
25 Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu He Glu Val Lys Gly Tyr Lys 

325 330 335 

GAA GTT GTA ACT CAG CCG GCG GGT TAA 1035 
Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly * 
340 

30 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 344 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

35 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
Met Lys Ala He Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
15 10 15 
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Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 

20 25 30 

Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 40 45 

5 Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 

Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 
10 85 90 95 

Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly 

100 105 110 

Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 
115 120 125 

15 Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 

Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 
145 150 155 160 

Gin Trp Val Asn Asn lie Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 
20 165 170 175 

Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 

180 185 190 

Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 
195 200 205 

25 Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 
210 215 220 

Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
225 230 235 240 

Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 
30 245 250 255 

Gly Tyr Thr Asp Arg lie Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 

260 265 270 

Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly lie 
275 280 285 

35 Pro Ala Gly Lys lie Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
290 295 300 

Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu He Asp 
305 310 315 320 
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Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu He Glu Val Lys Gly Tyr Lys 

325 330 335 

Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
340 
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REVENDICATIONS 

1/ Utilisation d*une proteine OmpA d'enterobacterie ou d'un de ses 
fragments pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a generer 
ou accroitre una reponse T cytotoxique contre un agent infectieux ou une cellule 
tumorale. 

21 Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique comprend en outre, associe a ladite proteine OmpA 
d'enterobacterie, un antigene ou un haptene specifique dudit agent infectieux ou de 
ladite cellule tumorale. 

3/ Utilisation selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce que 
ledit agent infectieux est une particule virale, une bacterie ou un parasite. 

4/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses fragments, est obtenue par un 
procede d'extraction a partir d'une culmre de ladite enterobacterie. 

5/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
ladite proteine OmpA d'enterobacterie, ou Tun de ses fragments, est obtenue par voie 
recombinante. 

6/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
ladite enterobacterie est Klebsiella pneumoniae. 

II Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que la sequence 
d'acides amines de ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, comprend : 

a) la sequence d'acides amines de sequence SEQ ID N° 2 ; 

b) la sequence d'acides amines d'une sequence presentant une homologie d'au moins 
80 % avec la sequence SEQ ID N° 2 ; ou 

c) la sequence d'acides amines d'un fragment d'au moins 5 acides amines d'une 
sequence telle que definie en a) ou b). 

8/ Utilisation selon Tune des revendications 2 a 7, caracterisee en ce que 
ledit antigene ou haptene est choisi parmi les peptides, les lipopeptides, les 
polysaccharides, les oligosaccharides, les acides nucleiques, les lipides ou tout 
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compose capable de dinger specifiquement la reponse CTL contre ledit agent 
infectieux ou ladite cellule tumorale. 

91 Utilisation selon Tune des revendications 2 a 8. caracterisee en ce que 
ledit antigene ou haptene est couple ou melange avec ladite proteine OmpA ou Tun de 
ses fragments. 

10/ Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que ledit antigene 
ou haptene est couple par liaison covalente avec ladite proteine OmpA ou Tun de ses 
fragments. 

11/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que le couplage 
par liaison covalente est un couplage realise par synthese chimique. 

12/ Utilisation selon la revendication 11. caracterisee en ce qu'il est 
introduit un ou plusieurs elements de liaison dans ladite proteine OmpA, ou Tun de 
ses fragments, et/ou dans ledit antigene ou haptene pour faciliter le couplage 
chimique. 

13/ Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que ledit 
element de liaison introduit est un acide amine. 

14/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que le couplage 
entre ledit antigene ou haptene et ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, est 
realise par recombinaison genetique lorsque ledit antigene ou haptene est de nature 
peptidique. 

15/ Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que la 
composition pharmaceutique comprend une construction nucleique codant pour ladite 
proteine hybride. 

16/ Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en ce que ladite 
construction nucleique est contenue dans un vecteur, ou dans une cellule hote 
transformee capable d'exprimer ladite proteine hybride. 

17/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 16, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a eliminer les agents infectieux ou a 
inhiber la croissance de tumeurs. 
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18/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 17, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les maladies 
infectieuses comprenant les infections virales, bacteriennes, fongiques et parasitaires, 

19/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 17, pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les cancers. 

20/ Utilisation selon la revendication 19, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a traiter les cancers associes a un 
antigene tumoral. 

21/ Utilisation selon les revendications 19 et 20, pour la preparation d*une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir les melanomes. 

22. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 21, caracterisee en ce que 
ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son inmiunogenicite. 

23/ Utilisation selon la revendication 22, caracterisee en ce que ledit 
vehicule est un liposome, un vecteur viral contenant une construction nucleique codant 
pour ladite proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, ledit antigene ou hapterie, ou 
ladite proteine hybride, ou une cellule hote transformee capable d'exprimer ladite 
proteine OmpA, ou Tun de ses fragments, ledit antigene ou haptene. ou ladite proteine 
hybride. 

24/ Utilisation selon Tune des revendications 15, 16 et 23, caracterisee en 
ce que ladite constmciion nucleique ou la construction nucleique contenue dans ledit 
vecteur ou ladite cellule hote transformee, comprend une sequence nucleique choisie 
parmi la sequence SEQ ID N*" 1, Tun de ses fragments presentant au moins 15 
nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N"* 1. ou une sequence presentant une 
homologie d'au moins 80 % avec Tune desdites sequences. 
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